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研究成果の概要： 
 ヒアルロン酸でコートした DNA/ポリカチオン複合体は、凍結乾燥後も活性が維持された。

そこで、極低濃度で調製した微小な複合体を凍結乾燥し、少量の水を加えることで、これまで

不可能とされていた極微小な DNA 複合体超微粒子の高濃度分散液の調製に成功した。 
 ＧＭ－ＣＳＦ遺伝子をコードしたプラスミドを用いて極微小な複合体を調製し、担癌マウス

の腫瘍局所内に投与したところ、ほとんどのマウスで腫瘍の完全消失が見られた。 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA とポリカチオンとの複合体が、非ウィ
ルス型ベクターとして広く研究されてきた。
しかし、これらは培養細胞においては高い発
現効率をしめすが、in vivo における発現は
極めて低い。その主な原因として（１）生体
組織との非特異的な相互作用、（２）複合体
の大きなサイズ があげられる。 
 我々はアニオン性 PEG 誘導体（PEG-C）
と天然成分であるヒアルロン酸が DNA/ポリ
カチオン複合体をコートするという特殊な
機能を持つことを見出した。DNA/ポリカチ
オン複合体にこれらのポリアニオンを加え
て表面をコートし、表面電位をマイナスに再

荷電することで、血球細胞やタンパクとの相
互作用を効果的に抑制することに成功した。
（２）のサイズに関しては、有効な解決方法
が無く、世界的に研究が息詰まった状態にあ
った。 
 また、DNA/ポリカチオン複合体は分散が
不安定で、調製後安定に保存する方法がなか
った。一方我々は、ヒアルロン酸で被覆した
DNA 複合体は、凍結乾燥・再水和しても凝
集せず、その活性が維持されることを見出し、
報告した。 
 
２．研究の目的 
 本システムは、通常のプラスミド／ポリカ
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チオン複合体にさらにポリアニオンを加え
た三元複合体であることを特徴とする。生体
成分との副作用がほとんど無いこと、および
凍結乾燥出来るという特長を利用して、ヒト
への臨床応用可能な、治癒効果の高い非ウィ
ルス型の遺伝子治療システムを開発するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 より発現効率の高い製剤を設計するため
に、始めに一般の DNA 複合体が凍結乾燥で
失活するメカニズムを解明する。 
 続いて、凍結乾燥、保存のための最適高分
子素材、混合条件の確立、リポーター遺伝子
プラスミド複合体を用いた効率の高い癌種
の選定、小動物モデルにおける治癒実験を行
い、これらを製剤設計にフィードバックしな
がら最適な遺伝子治療システムの構築を行
う。 
 
４．研究成果 
（１）概要 
 従来の DNA/カチオン性高分子（脂質）複
合体は表面がプラスに帯電しているため血
中の細胞やタンパクと相互作用し、好ましく
ない生理反応を引き起こす。複合体表面のア
ニオン化によって副作用の問題は大きく改
善された。しかし、残るもう一つの問題点で
ある複合体のサイズについては、複合体の血
管内輸送、血管からの漏出、標的組織内での
拡散において非常に重要な問題であるにも
かかわらず、これまで解決法が無かった。 
 本研究において、DNA 複合体を凍結乾燥・
再水和することによって、これらの問題を解
決し、極微細なＤＮＡ複合体を調製する手法
を見出し、生体内での非ウィルスベクターに
よる外来遺伝子の高発現を初めて達成した。
以下その概要を具体的に述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）低濃度における極微粒子の調製 
 プラスミドＤＮＡは、in vivo で用いる高濃
度（[DNA] > 200 μg/ml）の条件では急速に
凝集する。我々は、DNA に予めヒアルロン
酸を加えてからポリカチオンを加えること
で凝集が抑えられ、比較的微小な粒子が得ら
れることを見出した。これらの微小複合体は
マウスに腫瘍局所内投与後、比較的高い遺伝
子発現を示し、その高い有効性が確認された。 
 しかし、高濃度（[DNA] > 200 μg/ml）で
は、プラスミドとＤＮＡは初めから大きな粒
子を形成し、凝集を防ぐだけでは充分小さな
粒子は得られず、高い治療効果を導くには更
なる粒子の微小化が必要であった。一方、極
低濃度（[DNA] < 10 μg/ml）で DNA をポリ
カチオンと混合すると極微小の粒子が得ら
れる。ところが、それを凝集させずに治療に
有効な濃度まで濃縮する手法がなかった。
DNA/ポリカチオン複合体は限外ろ過などに
よっても容易に凝集してしまう。また、凍
結・融解や凍結乾燥すると、遺伝子導入活性
が大きく低下する。 
 
（３）凍結乾燥による濃縮 
 一方、DNA 複合体にヒアルロン酸を加え
ることで、凍結乾燥・再水和してもそのサイ
ズと活性が保たれることを最近見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そして、ポリアニオンで被覆した極微小な
三元複合体粒子を高希釈下で調製したのち、
凍結乾燥・再水和の過程で凝集させずに濃縮
し、多くの研究者の夢であった in vivo に適
応可能な高濃度の微小なプラスミド複合体
粒子を得ることに初めて成功した。 
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 レポーター遺伝子を用いて調製した複合
体微粒子を担癌マウスに尾静脈内投与した
ところ、腫瘍組織内において非常に高い遺伝
子発現を示すことを確認した。 
 このように、ＤＮＡ複合体の表面電荷をマ
イナスにし、さらに複合体のサイズを 100 
nm 以下にすることによって、非ウィルス型
ベクターによる生体内での高発現を初めて
実現した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、前ページの図にあるように、ここで
得られた凍結乾燥複合体は、１ヶ月以上冷蔵
保存しても、フレッシュなものと同等の高い
遺伝子発現効率を示した。 
 
（４）高い治癒効果 
 免疫活性化因子 GM-CSF の遺伝子をコー
ドしたプラスミドを用いてこのような三元
微小複合体を調製し、担癌マウスにおける治
療効果を調べてみた。 
 
（１）腹腔内に卵巣癌ＯＶＨＭ細胞を移植し
たマウスに、プラスミド 100 μg を含む複合
体を一日おきに５回腹腔内投与したところ、
コントロール群が２０日前後で死亡したの
に対して、治療遺伝子を腹腔内投与したもの
は５０日以上生存し、腹水の貯留も見られな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）皮下にメラノーマＢ１６細胞を移植し
たにマウスに、プラスミド 100 μg を含む複
合体を一日おきに５回静脈内投与したとこ
ろ、４匹中２匹のマウスにおいて顕著な腫瘍
の増大抑制が認められた。 
 
（３）同様に皮下にメラノーマを移植したマ
ウスの腫瘍組織内にに、プラスミド 100 μg 
を含む複合体を一日おきに５回局所内投与
したところ、ほとんどのマウスにおいて腫瘍
は完全に消失した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このように、本システムは高い治癒効果を
持った初めての非ウィルス型の遺伝子導入
製剤であり、現在問題となっている様々な障
壁に対するブレイク・スルーとなることが期
待されるものである。 
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